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Resumen 
Teniendo en cuenta la importancia del Caballo Criollo Colombiano, tanto a nivel nacional 
como internacional y con el fin de aportar a una completa caracterización citogenética de 
este, se realizó una evaluación cromosómica  mediante diferentes técnicas de bandeo, 
en animales representantes de los diferentes andares y otros tomados a manera de 
grupos genéticos foráneos,  confirmando para todos ellos un número cromosómico 
2n=64 y encontrando polimorfismos y algunas expresiones diferenciales de bandas entre 
las dos poblaciones, lo que permite proponer un modelo cariológico e idiograma para 
nuestro caballo criollo, siendo el primer reporte para la literatura. 
 
Palabras clave: Cariotipo, Idiograma, Biodiversidad, Bandeo cromosómico, Polimorfismo  
 
Abstract 
Considering the importance of Colombian Autochthonous Horse, nationally as well as 
internationally, and aiming to provide a complete cytogenetic characterization of it, we 
performed a chromosomal evaluation using different chromosome banding techniques in 
representative animals of a different gaits and others considering them as two foreign 
genetic groups. We confirm for all individuals a chromosome number 2n = 64, but we find 
polymorphisms and differential expression of some chromosomal bands between both 
populations. Therefore these results allow us to propose a karyological and ideogram 
model for our autochthonous horse reported here for the first time. 
 
 
Keywords: Karyotype, Idiogram Biodiversity, Chromosome banding, Polymorphism 
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 Introducción 
En la historia de la humanidad, el caballo ha sido durante miles de años su 
acompañante y colaborador, con él, dominó la caza, efectuó conquistas y acortó 
distancias y además le sirvió de compañía y recreación. 
 
En los tiempos modernos, el cambio cultural hacia el esparcimiento y el ocio 
recreativo ha permitido que la industria equina avance. De ahí que existen 
equinos de competencia, de salto, de exhibición, entre otros por tal razón, se 
encuentran varios morfotipos de esta especie en el mundo, algunos, de origen 
muy antiguo como el Árabe, Caspio y Andaluz y otros con historias más recientes 
como el Criollo Colombiano, cuyo origen, es consecuencia de la llegada al nuevo 
mundo, de ejemplares descendientes de caballos originarios de España. 
 
En nuestro país neotropical, con diversidad geográfica, desde la llegada del 
caballo, ha existido un estrecho vínculo con el hombre, lo cual ha generado un  
aprecio especial por los equinos, reflejado en un gran número de ejemplares, 
altas inversiones en la compra de los ejemplares e incremento en la demanda por 
servicios técnicos especializados. 
 
El Caballo Criollo Colombiano es reconocido por su elasticidad, suavidad, ritmo y 
armonía de movimientos, además de su temperamento y brío característico, 
favorable para el aprendizaje. Un gran número de personas dedican su vida a la 
crianza de estos animales prestando especial interés a su reproducción, nutrición 
y sanidad para obtener ejemplares que cumplan con los estándares comerciales. 
 
A pesar que Colombia ha sido históricamente un país con vocación en la 
producción equina, su crianza se ha enfocado en aspectos relacionados con el 
mejoramiento de los esquemas sanitarios preventivos y de diagnóstico. Se han 
realizado estudios en reproducción asistida, nutrición con pastos mejorados y 
suplementos alimenticios balanceados pero, en el campo de la genética los 
estudios realizados con el Caballo Criollo son pocos, por lo cual hacen falta 
ampliar este campo que contribuya al conocimiento del Caballo Criollo 
Colombiano con miras a generar programas de mejoramiento en su desempeño y 
contribuir a su conservación como acervo genético único. Se estima que la 
selección exclusivamente fenotípica (Jiménez, 1996) empleada en la elección de 
reproductores, causa pérdidas económicas hasta del 72.2% (McFeely 1990). 
 
Teniendo en cuenta lo anterior, y con el fin de contribuir al conocimiento de la 
genética del Caballo Criollo Colombiano, en este trabajo se elaboró el primer 
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cariotipo de la especie mediante diferentes técnicas de bandeo cromosómico (G, 
R-replicativo y C), NOR y enzimas de restricción y se realizó un análisis de 
polimorfismos buscando una similitud con la especie o dando las primeras luces 
sobre su clasificación como grupo genético. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 1.  MARCO TEORICO 
El Caballo Criollo Colombiano pertenece a la clasificación taxonómica del caballo 
doméstico conocido en todo el mundo, la cual se puede describir así: Clase: 
Mammalia, Orden: Perissodactyla, Familia: Equidae,  Género: Equus, por lo cual 
su Nombre científico: Equus caballus 
La historia del caballo va de la mano de la historia del hombre, en el proceso de la 
evolución cultural. Se presume que el Equus se originó en Norte América, luego 
migró a Europa, Asia y África, pero desapareció del continente americano hace 
aproximadamente 10.000 años (Silver, 2000). Actualmente, el género Equus 
agrupa  tres subgéneros: Equus, el de los caballos; Asinus, el de los asnos y el 
Hippotigris, al cual pertenecen las cebras (Groves & Ryder, 2000). 
De acuerdo a la definición de la FAO, una raza es un grupo de animales con 
características externas definidas que permiten separarlos de grupos de la misma 
especie mediante una evaluación visual y las razas autóctonas, se definen como 
las procedentes de una región geográfica particular, adaptada y utilizada en ella, 
con alto valor económico, debido a su gran adaptación, rusticidad y resistencia a 
plagas y enfermedades, constituyendo una base genética muy fuerte dentro de 
cada región (Infante, 2008).  
En todo el mundo, existen 753 razas equinas del total de 5300 razas de animales 
domésticos. Los caballos, se agrupan según el temperamento en animales de 
“sangre fría” como el percherón, el frisón, y el clydesdale entre otros, originarios 
de Europa Central (Hermsen 1997) con carácter tranquilo, pesados y resistentes 
al frio, generalmente empleados para tiro. Por otro lado, los  animales de “sangre 
caliente” son caballos inquietos y nerviosos, entre los cuales se encuentran los 
árabes, pura raza española (PRE) y pura sangre inglés (PSI). 
Los caballos ingresaron al continente americano en el segundo viaje de Cristóbal 
Colón en 1493, caballos berberiscos, árabes y andaluces y desembarcaron en la 
isla “La Española” conocida hoy como República Dominicana. El cruce y 
selección de estas razas en Sur América, dio origen a lo que hoy conocemos 
como Caballo Criollo, el cual luego de 400 años de evolución y adaptación ha 
adquirido características propias e importantes según las regiones que habitan 
4 Evaluación Citogenética del Caballo Criollo Colombiano 
 
(Hermsen 1997). Así, se destacan los caballos criollos de Argentina, Chile, Brasil, 
Venezuela, Uruguay, Perú y Colombia.  
Los caballos llegan a Colombia en el año 1524 (Bravo 2001) con Rodrigo de 
Bastidas y después de muchos años de adaptación y selección se originó el 
Caballo Criollo Colombiano (CCC) adaptado a nuestro medio, el cual ha 
desarrollado distintos andares según las características topográficas  de la zona 
que habita. Por ejemplo, los que crecían en el pantanoso altiplano 
cundiboyacense,  el  andar en las manos, el “pinceleo” y un casco ancho, les 
facilitaban su sobrevivencia en terrenos cenagosos. Los caballos que habitaban 
Antioquia que caminaban entre trochas y montañas, desarrollaron el andar 
“pistoneo” destacándose  por su elasticidad y potencia. Hacia los años 50, estos 
caballos criollos se cruzaron entre ellos,  originando un ejemplar más llamativo, 
trochador y con andar de pistoneo (Jiménez et al, 2005), que son los antecesores 
de los cuatro andares característicos del caballo criollo colombiano actual. 
Colombia, es un país con alta población equina para diversas actividades. La 
encuesta nacional agropecuaria de 2009 (ENA 2009) estimó una población 
equina de 3.159.403 individuos, de los cuales 2.505.579 son caballos, 220.847 
son asnos y 432.977 son mulas (ver anexo 1). Actualmente, el Caballo Criollo 
Colombiano se considera uno de los recursos genéticos más valiosos del país, 
gracias a sus cualidades fenotípicas y a su desempeño deportivo, siendo una de 
las especies de mayor importancia productiva y a su comercialización a nivel 
nacional e internacional (Jiménez et al, 2005) ocupando un importante renglón de 
la economía.  
El uso del caballo, genera empleo, moviliza diversos sectores económicos, desde 
la artesanía hasta la industria alimenticia y farmacéutica. Muchas personas  
dedican su vida a la crianza del Caballo Criollo Colombiano prestando especial 
interés a la obtención de los mejores ejemplares, que cumplan con los estándares 
comerciales y por ser poseedor de un valor especial en la diversidad nacional y 
global. No obstante esta importancia, son pocos los estudios sobre el acervo 
genético y la conservación de la pureza de estos animales criollos, además los 
programas de mejoramiento genético, se basan principalmente en su 
conformación física, su desempeño en pistas y sus antepasados (Jiménez et al 
1996), por tanto, no hay claridad al momento de seleccionar los reproductores. 
Lo anterior, hace que exista una controversia en cuanto a si el Caballo Criollo 
Colombiano es o no una raza o un grupo genético, ya que al cruzar animales de 
razas puras como Árabe, Andaluz y  Pura Sangre Inglés (PSI),  se producen hijos 
con características similares heredadas de sus padres, mientras que el cruce 
entre los caballos criollos colombianos, generan descendientes con gran 
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variabilidad en la conformación y alzada y además los hijos, no siempre heredan 
el paso de los padres (Bravo 2001).  
El caballo criollo colombiano ostenta una alzada promedio de 1.50 m, contextura 
y extremidades finas, cuello breve y vigoroso, orejas pequeñas en punta y colores 
varios (Betancur, 2006). Su  principal característica es la de poseer cuatro 
modalidades de andar: paso fino, trocha, trote y galope y en cada una de ellas la 
capacidad de ejecutarlas con suavidad, velocidad, armonía, sostenimiento y 
sonoridad, acompañados de un despliegue  de fuerza, belleza, brío y 
temperamento (Betancur, 2006).  
1.1 Caracterización citogenética y molecular  
Para el análisis citogenético, es necesario la realización de un cultivo celular a 
partir del cual se obtienen los cromosomas. En mamíferos, generalmente se 
emplean linfocitos de sangre periférica dada la facilidad de obtención y 
procesamiento de la muestra (López et al, 2002).   
Los linfocitos  son las principales células leucocitarias no granulosas del sistema 
inmunológico (Trigo, 1993) de los cuales, se estima una proporción de 31% 
respecto al total de leucocitos en sangre periférica de mamíferos con un período 
de vida de hasta 1500 días (Moreno et al, 2008). En equinos, los linfocitos T 
constituyen entre 60 y 80% de los linfocitos circulantes en sangre periférica 
(McGuire et al, 1974; Curotto et al, 2009). La respuesta de los linfocitos T sólo 
ocurre ante la presencia de antígenos proteicos unidos a proteínas de superficie 
de otras células, los cuales forman un complejo con la membrana de los 
macrófagos y monocitos que lo fagocitaron y con las moléculas del Complejo 
Mayor de Histocompatibilidad, conocido como ELA (Equine Leucocyte Antigen) 
(Tizard, 1992.)  
Varias investigaciones han demostrado que las células linfoides, pueden ser 
estimuladas in vitro para su proliferación al exponerse a un antígeno específico 
(Oppenheim, 1968; López et al, 2002) lo que también puede lograrse  a través de 
estimulantes inmunológicos como la fitohemaglutinina o la antiglobulina. (Phillips 
et al, 1970). La fitohemaglutinina es una lectina extraída del frijol Phaesolus 
vulgaris que funciona como inductor de ciclos celulares en linfocitos T, útil en la 
obtención de cromosomas a partir de sangre periférica.  
Este proceso, además requiere el uso de sustancias antimitóticas como la 
colchicina o el colcemid, generalmente usadas como medicamentos en el 
tratamiento de neoplasias, para la obtención de extendidos cromosómicos de alta 
calidad (López et al, 2002). 
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1.1.1 Bandeos cromosómicos  
El ADN y las proteínas asociadas (histónicas y no histónicas) conforman la 
cromatina (Rieger, et al 1976), la cual puede presentar diferentes grados de 
condensación dependiendo de la fase celular en la cual se encuentren las células. 
En la fase mitótica, la eucromatina son regiones poco condensadas, de 
replicación temprana y transcripcionalmente activas  y la heterocromatina, son 
altamente condensadas, de replicación tardía e inactiva (Rodriguez, 2009). La 
heterocromatina puede ser de dos tipos: Facultativa, es eucromatina que se 
inactiva y se convierte en heterocromatina como el caso de uno de los 
cromosomas X en las hembras de mamíferos y Constitutiva, formada por 
secuencias repetidas de ADN que se encuentran altamente condensadas 
(Rodríguez, 2009). 
En la mayoría de las especies, la heterocromatina constitutiva se ubica de forma 
similar en todos los cromosomas del genoma en los telómeros y centrómeros y 
tiñe más oscuro durante la interfase y profase que la eucromatina.  La cantidad y 
distribución de las secuencias heterocromáticas dentro de los individuos de una 
misma especie o filogenéticamente relacionados podrían usarse como 
herramienta en el estudio de procesos de especiación (García, 2001).  
A través de varias generaciones, se pueden observar cambios cromosómicos 
relacionados con variaciones numéricas o estructurales como inversiones, 
traslocaciones, activaciones e inactivaciones centroméricas, fusiones y fisiones, 
(López et al, 2002) los cuales también estarían implicados en los procesos de 
especiación (García, 2001).  
La visualización de la cromatina se estableció, de acuerdo a  tinciones 
específicas, localizadas en cada par cromosómico, denominadas como bandeo, 
herramienta fundamental en los estudios cariotípicos (Lacadena, 1996). 
Actualmente,  algunas técnicas citogenéticas son empleadas con el fin de  
realizar análisis cualitativo de la heterocromatina, tales como la tinción 
cromosómica para bandas C y la digestión con enzimas de restricción,  
relacionados con aspectos evolutivos entre especies. (Bella et al, 1995). 
 Actualmente, las técnicas de bandeo han contribuido no solo a incrementar la 
posibilidad de determinar alteraciones genéticas que conducen a enfermedades 
que comprometen la salud, la producción y el desempeño reproductivo de los 
animales;  también contribuyen a la diferenciación entre especies, razas e incluso 
entre individuos pertenecientes a la misma raza, no sólo por el número y 
morfología de los cromosomas, sino también por los patrones de bandas 
(Egozcue et al, 1973). 
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Las técnicas de bandeo se clasifican de acuerdo a si producen bandas a lo largo 
de cada uno de los cromosomas conocidas como diferenciales o selectivas, si 
sólo colorean sitios específicos del  cromosoma.  Las bandas G y R son 
importantes en los análisis cariológicos de la mayoría de los animales de interés 
zootécnico, permite la identificación de los cromosomas homólogos. En las 
coloraciones selectivas, se destacan las bandas C  y  NOR que facilitan la 
identificación cromosómica y los estudios de polimorfismos. (Puentes, 2000). Las 
primeras, localizan la heterocromatina constitutiva y las últimas, revelan las 
regiones activas del genoma donde se localizan los genes que codifican el RNA 
ribosomal (rRNA) (López et al, 2002), usando el método de tinción con plata 
(Goodpasture et al, 1975; Miller et al 1976; Arruga, 1989). Estas áreas negras 
sobre los brazos de los cromosomas (Puentes, 2000) permiten establecer 
polimorfismos fisiológicos, consistentes con la expresión de regiones implicadas 
en la síntesis de rRNA. 
El bandeo R-replicativo, es una coloración diferencial  realizada mediante el uso 
de pulsos terminales de un  análogo de la timidina, el 5-Bromo2´-deoxiuridina 
(BrdUrd) (Camargo y Cervenka, 1980). Mediante esta técnica, la fase S se 
subdivide en seis estadios replicativos y se establece que el estadio III de 
replicación genera un patrón de bandas R-replicativas que corresponde al 
reverso de las bandas G. El tiempo de aplicación de BrdU, varía según la 
duración del ciclo celular y espera marcar las células que estén pasando  por la 
fase S desde su adición. Durante esta fase, la cadena de DNA en replicación,  
incorpora BrdU en los sitios correspondientes a la Timina (T), ya que su 
concentración en el medio de cultivo es mucho mayor que la de la base 
nitrogenada producida por la célula (López et al, 2002). El resultado es un patrón 
de bandas R oscuras, las cuales son regiones ricas en Citocina-Guanina (C-G) y 
de duplicación temprana y las R claras, formadas por regiones A-T de replicación 
tardía.  
Figura 1-1 Pulso terminal de BrdU en el ciclo celular  
G1 S G2 M 
 
 
Está técnica permite reconocer el comportamiento replicativo de la cromatina 
dependiendo del momento en el que se realiza el pulso terminal de BrdU y  ha 
sido útil en la  caracterización de especies en Colombia tales como la guagua 
Agouti paca (López et al, 1997), el búfalo Bubalus bubalis (Alzate et al, 2001), el 
BrdU 
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Pecarí de collar Tayassu tajacu  (Builes et al, 2004) y la guagua de cola Dynomis 
branickii (Ureña et al, 2010),  entre otros.   
Las Bandas de restricción requieren enzimas que reconocen y degradan una 
secuencia nucleotídica, fragmentando la doble cadena del DNA en secuencias 
específicas (Babu, 1988). De estas enzimas se conocen tres tipos según corten el 
DNA en fragmentos de mayor o menor número de bases así, tipo I: las cortan el 
DNA mayor a 1000 pares de bases de un punto de reconocimiento asimétrico. 
Tipo II: las que reconocen y cortan secuencias de DNA entre 4 y 6 pares de 
bases y las tipo III: reconocen el DNA en secuencias asimétricas de 5 a 7 pares 
de bases y degradan la secuencia localizada 24-26 pares de bases más adelante 
(Lewin, 1985).  La utilización de estas enzimas, permite analizar regiones del 
cromosoma con alto contenido de DNA satélite y secuencias metiladas (Bird, 
1987) y es muy útil en el estudio de polimorfismos cromosómicos. Su uso se ha 
reportado en cromosomas de almejas (Martínez-lage et al 1996), primates 
(García, 2001), bovinos (Genero 2001),  cerdos (Adega et al, 2005) y ostras 
(Leitão et al, 2007). 
1.1.2 Estudios citogenéticos en equinos 
Kirillow en 1912 estudió por primera vez los equinos desde el punto de vista  
citogenético (Power, 1990), luego se determinó el cariotipo del caballo doméstico 
2n = 64, de los cuales 13 pares  de autosomas son metacéntricos o 
submetacéntricos y los 18 pares restantes son acrocéntricos (Richer et al, 1990). 
El cromosoma X es un submetacéntrico grande y el cromosoma sexual Y es 
similar en tamaño al autosoma más pequeño (Ronne et al, 1993).  
El sistema de nomenclatura cromosómica en equinos basados en estudios de  
bandeo Q, G, C, R y NOR (Bowling et al, 1997) fue actualizado bajo el nombre  
de Sistema Internacional para la Nomenclatura Citogenética del Caballo 
Domestico  (ISCNH) en 1997 (Bowling et al, 1997). Estas publicaciones,  han 
reportado algunas anormalidades en autosomas equinos, como trisomías en los 
cromosomas 23, 26, 28, 30 y 31 (Bowling & Millon, 1990; Klunder et al, 1989; 
Power, 1987, 1991; Lear, 2009); no obstante más del 90% de las anormalidades 
cromosómicas reportadas en caballo doméstico involucran los cromosomas 
sexuales, dentro de estos se presenta con mayor frecuencia el síndrome del  X0 
(Power, 1990); las yeguas portadoras de esta anomalía son normalmente 
pequeñas e infértiles, sus extremidades traseras son muy anguladas y presentan 
hipoplasia ovárica combinada con hiperplasia del clítoris (Breen et al, 1997).  
Por otro lado, se han reportado individuos con síndrome de reversión sexual 
(Bowling et al, 1987; Bugno et al, 2003) de los cuales se conocen dos tipos: los 
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que tienen fenotipo de hembra y cariotipo de macho (64, XY) y  los que presentan 
fenotipo de macho y cariotipo de hembra (64, XX) siendo más común el primer 
tipo 64, XY. Así mismo se han reportado  yeguas con mosaicismo en el 
complemento cromosómico 63, X / 64, XX (Long, 1989; McFeely, 1990;  
Moncaleano et al, 2007) el cual afecta el desarrollo del tracto reproductivo, 
observándose ovarios muy pequeños y/o quísticos, cuerpos lúteos persistentes, 
atrofia endometrial y/o flacidez cervical; lo que conlleva a ciclos irregulares, 
anovulatorios o anestros prolongados (MacFeely, 1990) sin un patrón fenotípico 
específico.  
También se han reportado cariotipos 65, XXX (Bowling et al, 1987) y 65, XXY; 
este último asociado a hipoplasia testicular y criptorquidia. Recientemente se 
encontró en un primer estudio, que una pequeña deleción en el brazo corto del 
cromosoma 1 podría ser la causante de una malformación conocida como 
hipospadias en equinos (De Lorenzi et al, 2010). Estas anormalidades 
cromosómicas al parecer son más frecuentes en algunas razas de caballos, como 
ocurre con el síndrome de reversión sexual muy frecuente en caballos árabes 
(Bugno et al, 2003). 
En Brasil (2005) se realizó un estudio citogenético en asnos Equus asinus raza 
brasilera marchadora para cariotipar la raza e identificar los polimorfismos 
presentes. Los resultados obtenidos, difirieron de lo reportado en la literatura para 
esta especie, lo cual podría ser característico de la ubicación geográfica  y útiles 
como marcadores poblacionales (Pereira et al, 2005). Estudios previos de bandas 
NOR en caballos (Cribiu, 1981) y asnos (Kopp et al, 1983) demostraron una 
rápida evolución del cariotipo del género Equus ya que no se encontró homología 
de bandas entre los cromosomas correspondientes. También se encontraron 
diferencias en bandeo NOR en cromosomas de equinos raza Mangalarga 
respecto a lo reportado en otros estudios para la especie (Lui et al, 1990).  
En Colombia, se han realizado estudios citogenéticos en caballos para determinar 
anomalías cromosómicas. Jiménez (1997) realizó análisis de cromosomas 
equinos Colombianos PSI encontrando que el 22.7% de los animales 
muestreados eran portadores de algún tipo de anomalía cromosómica (64, XX/63, 
X ó 64, XY/63, X). Henao (2002) reporta un estudio citogenético a una yegua 
mestiza estéril con mosaicismo en el complemento cromosómico 63, X /64, XX 
con 46% de células anormales y 54% de células 64, XX. Este ejemplar tenia 
fenotipo y genitales externos normales, pero el análisis ecográfico mostró útero y 
ovarios pequeños y activos. En otro estudio, se encontró también mosaicismo 
(64, XX/ 63, X) en cuatro yeguas, tres de ellas Criollas Colombianas, con 
porcentaje de células anormales entre 25% y 63% Este  complemento 
10 Evaluación Citogenética del Caballo Criollo Colombiano 
 
cromosómico estuvo asociado a infertilidad, teniendo en cuenta que aunque 
fenotípicamente estas yeguas eran normales, presentaban un historial 
reproductivo de abortos y producción de crías inmaduras o con malformaciones 
que morían o debían ser sacrificadas (Moncaleano et al, 2007). 
Los anteriores reportes muestran que la citogenética ha sido útil en diagnósticos 
en reproducción animal y en la comprensión de algunos tipos de infertilidad, 
muertes embrionarias y fetales, desarrollos somáticos o sexuales anormales y 
determinación prenatal del sexo (Hare y Singh 1979), no obstante, la técnica no 
ha sido muy empleada en la caracterización de razas equinas. Los estudios 
genéticos realizados para esta especie se han enfocado principalmente en 
variabilidad por microsatélites (Kelly et al, 2002; Jiménez et al, 2007; Hofneinz, 
2007) y morfología (Infante, 2008).  
La elaboración de cariotipos mediante diferentes técnicas de bandeo y su 
respectivo análisis permite descartar como reproductores a aquellos individuos 
portadores de anormalidades cromosómicas que puedan presentar problemas de 
fertilidad o desempeño (Jiménez et  al 1996) favoreciendo al establecimiento de 
un plan de conservación y mejoramiento genético de este grupo poblacional. De 
igual manera la citogenética actual está encaminada a determinar la pureza de la 
raza mediante la detección y reconocimiento de polimorfismos específicos de la 
población que acompañada de la evaluación del patrón de duplicación del 
genoma permite la caracterización de la raza como tal (López et al, 2002). 
Las anteriores observaciones y reportes, justifican la realización de  este estudio, 
con miras a obtener un análisis cromosómico detallado y específico para el 
Caballo Criollo Colombiano, con el fin de contar con información básica que 
permita la caracterización citogenética de la raza y además facilite la selección de 
los animales reproductores con criterios citogenéticos y promueva su 
conservación. 
 2. MATERIALES Y MÉTODOS  
2.1 Población de estudio 
Para el estudio se partió de la información disponible en relación a linajes de una 
población inicial amplia de la cual se seleccionaron diez individuos de pesebrera, 
cinco machos y cinco hembras de raza criolla colombiana (CCC), adultos en edad 
reproductiva y representantes de los diferentes andares. Con el fin de realizar una 
comparación genéticamente contrastante se muestrean dos individuos (un macho 
y una hembra) árabes (CA) teniendo en cuenta que esta raza es uno de los 
antepasados más lejanos del CCC.   
Las muestras fueron tomadas en el criadero Nuevo Mundo en el municipio de 
Medellín y en la Clínica Veterinaria San Luis  en el municipio de La Estrella. La 
venopunción se realizó en la vena yugular previa desinfección del área, con 
sistema vacutainer individual y tubos con heparina, acto seguido se llevó la 
muestra al Laboratorio GeneraEU para la realización de los cultivos. 
Tabla 2-1 Individuos muestreados 
 
INDIVIDUO SEXO ANDAR 
1 Macho  Trocha 
2 Macho Trote y 
Galope 
3 Macho Trocha 
4 Macho Trocha 
5 Macho Paso Fino 
6 Hembra Trocha 
7 Hembra Paso Fino 
8 Hembra Trocha 
9 Hembra Trocha 
10 Hembra Paso Fino 
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2.2 Cultivo 
Cada cultivo se realizó en condiciones asépticas con 500 µl de sangre periférica 
en 4 ml de medio RPMI 1640, suplementado al 5% SFB, 50 µl de solución de 
penicilina + estreptomicina,  50 µl de fitohemaglutinina (PHA), 1% heparina y se 
incubaron a 37ºC durante 66 - 72 horas. Entre 5 – 7 horas antes de la cosecha se 
agregaron 50 µl de BrdU (1 mg/ml) sólo a los cultivos para la realización de 
bandeo R replicativo y entre 1- 10 horas para la evaluación de la cronología en la 
duplicación del genoma, una hora antes de finalizar el tiempo de incubación se 
adicionó el colcemid a cada cultivo. 
2.3 Cosecha 
Al cumplirse las horas de incubación, los cultivos en suspensión fueron 
transferidos a tubos cónicos y centrifugados a 900 x g durante 10 minutos, luego 
de descartado el sobrenadante y de resuspender el botón celular y se agregó la 
solución hipotónica (KCL 0.075 M) y se incubaron 10 minutos a 37ºC luego se 
centrifugaron nuevamente bajo las mismas condiciones. 
2.4 Fijación 
Se  agregó gota a gota fijador fresco a los tubos cónicos preparado con metanol y 
ácido acético en proporción 3:1, al mismo tiempo estos fueron agitados enérgica y 
rápidamente; luego se  dejaron reposar 10 minutos a temperatura ambiente para 
después por centrifugaciones sucesivas hacer lavados, resuspendiendo el botón 
celular en fijador que al final tendrá un volumen de 0.5 ml para realizar el goteo. 
2.5 Goteo 
Sobre portaobjetos previamente mantenidos en hielo húmedo se goteó a una 
altura de 45 a 55 cm una fracción de la suspensión obtenida pre-goteados con 
fijador y posteriormente flameados  
Estas placas fueron revisadas en microscopio con el fin de evaluar el grado de 
dilución y de esparcimiento y posteriormente almacenadas hasta el momento de 
la coloración según la técnica a emplear. 
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2.6 Técnicas de identificación y coloración  
2.6.1 Coloraciones diferenciales 
Para la identificación de los cromosomas homólogos y sexuales y para la 
evaluación de la cronología en la duplicación del genoma,  se aplicó el método 
pertinente para la obtención de bandas R-replicativas mediante la incorporación 
en medio de BrdU, descrito por Camargo & Cervenka (1982), así las láminas 
envejecidas fueron sumergidas en solución bis BENZIDIMIDE (Hoechst 33258) 
0.3g/ml durante 10 minutos. Luego, lavadas con agua destilada y secadas 
suavemente para remover el exceso de agua.  Cada lámina, en posición 
horizontal, se impregnó homogéneamente con 2xSSC y se cubrieron con 
laminillas. Fueron expuestas a iluminación con una lámpara Sylvania Capsylite 
75w, 120w PAR 30,  durante 60 minutos Pasado este tiempo, fueron coloreados 
con Giemsa al 5%. Con el fin de determinar el número cromosómico y la 
clasificación de los cromosomas se realizó la coloración homogénea, para lo 
cual fue necesario cubrir las placas con los extendidos  con una solución de 
Giemsa al 5% entre 5 - 8 minutos. Posteriormente se llevo a cabo la Coloración 
para bandas cromosómicas G también para identificar cromosomas homólogos, 
modificando  el protocolo propuesto por Seabright (1971), esto se logró 
sometiendo las láminas envejecidas de 6 ó 7 días en una solución de tripsina  al 
0.05%, durante 5 minutos; se lavaron con solución salina y se colorearon con 
Giemsa al 4% durante 3 minutos. Con miras a evaluar algunos polimorfismos se 
realizó la coloración para bandas cromosómicas C-G agregando solución 
Leishman con el buffer tampón Leishman en una proporción 1:4 a las placas 
recién goteadas, se  dejó actuar durante 5 minutos y se lavaron con agua 
destilada. 
2.6.2 Coloraciones selectivas 
Para la detección de la heterocromatina y polimorfismos las láminas fueron 
sometidas a 2SSC a 70C por 60 minutos; al finalizar fueron lavadas con agua 
destilada  y coloreadas con Giemsa al 4% entre 2 y 4 minutos, obteniéndose así 
bandas C. Con el fin de detectar las NOR activas se aplicó el protocolo propuesto 
por Hillis (modificado) en 1996, así las preparaciones se cubrieron con 0.3 ml de 
una solución con 0.25 mg de AgNO3 y 0.25 de otra solución con gelatina al 2% y 
ácido fórmico al 1%, se incubaron a 90ºC durante 90 segundos, se lavaron, se 
dejaron secar al aire y se les hizo tinción con Giemsa 2% durante 1 minuto. 
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2.6.3 Coloración molecular mediante enzimas de 
restricción 
Basados en el protocolo propuesto por García (2001), las láminas recién 
goteadas (se necesita control de la digestión y control del tampón) fueron 
sometidas a deshidratación en incubadora una hora; poco antes de terminar la 
hora se diluyó el tampón concentrado (10X) en agua desionizada hasta una 
concentración de 1X. Pasada la hora fue disuelta la enzima (Dra I o BSP 120I) 
con su solución tampón (portaobjetos digestión y control). Se depositaron 50 µl de 
la solución formada por el tampón sobre la lámina (control del tampón) con un 
cubreobjetos encima de cada preparación vigilando que no quedaran burbujas de 
aire. La misma cantidad de la solución formada por la enzima de restricción y el 
tampón se adicionó a las láminas “Blanco” y control de la digestión y cubiertas por 
un cubreobjetos. Los portas fueron introducidos en cámara húmeda y se dejaron 
incubar toda la noche a 37°C; al siguiente día se eliminaron los cubreobjetos 
mediante inmersión en agua destilada y una vez secas las muestras (secado al 
aire) se colorearon  con Giemsa durante 3 minutos. Transcurrido este tiempo se 
lavaron con agua y se secaron 
Para conservar los extendidos cromosómicos de todos los tipos de bandas 
realizadas, los portaobjetos fueron cubiertos con entellan, protegidos con 
cubreobjetos. Todas las láminas fueron sometidas a observación microscópica. 
Se evaluaron 30 mitosis por muestra con el fin de determinar el número 
cromosómico. Luego se seleccionaran mitosis representativas de cada modalidad 
(tinción homogénea, Bandas G, Bandas R replicativas, Bandas C,  Bandas C-G, 
NOR y bandas de restricción) para elaborar los respectivos cariotipos e 
idiogramas. Los cromosomas fueron ordenados y medidos mediante el programa 
COREL DRAW X3, calculando la longitud total, longitud de cada brazo y longitud 
de las bandas para cada cromosoma, con lo que se calcula la longitud relativa, 
índice centromérico, índice braquial para la clasificación de los cromosomas. Los 
idiogramas se elaboraron usando el programa COREL DRAW X3.  
Finalmente se realizó la comparación de las características encontradas entre 
individuos, teniendo en cuenta homologías y diferencias, los datos cuantificables 
fueron procesados de forma paramétrica y no paramétrica bajo el programa 
estadístico SAS versión 9.2. 
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 3. RESULTADOS 
Se realizaron los cariotipos de los 12 ejemplares: 2 Árabes, un macho y una 
hembra y 10 Criollos Colombianos, cinco machos y cinco hembras de 
genealogías separadas entre sí, en los que se confirmó el número cromosómico 
para el caballo domestico 2n=64, 13 pares metacéntricos o submetacéntricos y 18 
acrocéntricos, siendo el cromosoma X el segundo submetacéntrico más grande y 
el Y uno de los acrocéntricos más pequeños (no el más pequeño). Posteriormente 
se analizaron los patrones de bandeo para Caballo Criollo Colombiano, con el fin 
de determinar diferencias y polimorfismos,  finalmente  se construye el idiograma. 
Los resultados se presentan a continuación. 
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Figura 3-1 Cariotipo e idiograma del Caballo Criollo Colombiano con tinción 
homogénea 
 
 
Cariotipo tinción homogénea 
 
Idiograma tinción homogénea 
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3.1 Cronología de la duplicación del genoma 
En este trabajo se estimó el patrón de duplicación del genoma en linfocitos de 
sangre periférica de Caballo Criollo Colombiano mediante la incorporación de  
BrdU, para lo cual se evaluaron cuatro tiempos de incorporación antes de la 
cosecha del cultivo: 10, 7, 4 y 1 horas. Se encontraron seis diferentes estadíos 
teniendo en cuenta los parámetros de López (1992) en linfocitos humanos de 
sangre periférica.  
Los estadíos obtenidos se describen a continuación: (ver figura 3-2) 
Estadío I: Aquellas células que han incorporado BrdU durante toda la fase S de 
replicación, los cromosomas son generalmente pálidos, en algunas ocasiones se 
presentan puntos oscuros en la región centromérica pero de menor tamaño que 
las bandas C. 
Estadío II: Corresponde a aquellas células que se encontraban en el inicio de la 
fase S al momento de la incorporación del BrdU, por lo tanto apenas  se 
empiezan a presentar bandas equivalentes a regiones eucromaticas de 
replicación más temprana, consideradas como un bandeo R-replicativo 
incompleto. 
Estadío  III: Se presentan clara y totalmente las bandas R-replicativas,  ya que 
las células incorporan BrdU en la mitad de la fase S. Este patrón de bandas es 
muy útil en la identificación del cromosoma X inactivo y otros sectores del 
cromosomas que controlan la expresión génica y se duplican tardíamente, 
(heterocromatina facultativa) el patrón de bandeo de este estadío es reverso al de 
las bandas G. 
Estadío IV: Los cromosomas conservan el patrón de bandas R-replicativas, con 
bloques oscuros mucho mayores. 
Estadío V: Corresponde a aquellas células que se encuentran en el último tercio 
de la fase S en la cual se replica la última parte del genoma, equivalentes a 
regiones heterocromaticas ricas en A-T. 
Estadío VI: Los cromosomas en toda su longitud presentan una coloración 
oscura completamente homogenéa, reflejando que las células no incorporaron 
BrdU ya que habían superado la fase S y estaban en fase G2. 
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En la figura 3-2, se presentan las metafases de los 6 estadíos encontrados, y se 
representa esquemáticamente en la figura 3-3; La proporción de metafases 
encontradas en cada uno de los diferentes estadíos según el tiempo de 
incorporación del BrdU se muestra en la tabla 3-1 y su respectiva gráfica  en la 
figura 3-4. Posteriormente se muestran el idiograma para el cromosoma X del 
Caballo Criollo Colombiano en los 6 diferentes estadíos (Figura 3-5). Por último, 
se hace una representación grafica (Figura 3-6) de los estadíos más frecuentes 
según el tiempo del pulso terminal de BrdU. 
 
 
Figura 3-2. Extendidos cromosómicos de linfocitos de  CCC en los 
diferentes estadíos replicativos encontrados 
 
 
 
 
 
Estadío I Estadío II Estadío III 
 
 
 
Estadío IV Estadío V Estadío VI 
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Figura 3-3 Idiogramas de los estadíos replicativos de linfocitos de CCC 
 
 
Tabla 3-1.  Distribución (porcentaje) de estadíos en los diferentes tiempos 
de exposición a BrdU  
 
 
Estadío I Estadío II Estadío III 
   
Estadío IV Estadío V Estadío VI 
   
 Estadio  
I 
Estadio 
 II 
Estadio 
III   
Estadio 
IV  
Estadio 
V 
 
Estadio 
VI  
10 horas 8% 16% 5% 1% 1% 1% 
7 horas 1% 1% 21% 3% 1% 1% 
4 horas 0% 0% 0% 12% 9% 3% 
1 hora 0% 0% 0% 0% 0% 20% 
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Figura 3-4. Gráfica cronología en la duplicación del genoma CCC 
 
 
 
Figura 3-5 Estadíos replicativos (EI, EII, EIII, EIV, EV y EVI) para cromosoma 
X  en Caballo Criollo Colombiano 
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Figura 3-6 Estadíos encontrados para el cromosoma X según el pulso 
terminal de BrdU 
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3.2 Bandas R-replicativas 
 Se encontraron diferencias entre el patrón de bandas R-replicativas entre Caballo 
Colombiano  y Caballo Árabe. Se identificaron regiones cromosómicas activas e 
inactivas (Camargo y Cervenka, 1980) como se presenta en la figura 3-7. 
 
 
Figura 3-7. Extendidos cromosómicos de CCC con bandas R-replicativas 
 
Extendido XX Extendido XY 
 
 
 
Las diferencias más evidentes para bandas R-replicativas entre CCC y CA, se 
observaron en los cromosomas 23, 25, 27, 29 y 31 y en el cromosoma X, los 
cuales se presentan en la tabla 3-2. 
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Tabla 3-2. Expresiones diferenciales de regiones cromosómicas en CA y 
CCC 
 
 Caballo Criollo 
Colombiano 
Caballo Árabe 
23 
 
 
25 
 
      
27 
   
   
29 
  
    
31 
      
X 
              
 
 
 
A continuación se encuentran el cariotipo y el respectivo idiograma para bandas 
R-replicativas en CCC (Figura 3-8) 
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Figura 3-8 Cariotipo e idiograma de CCC con bandas R-replicativas  
 
 
Cariotipo bandas R-replicativas 
 
Idiograma bandas R-replicativas 
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3.3 Bandas G 
La técnica para la obtención de bandas G mediante la inmersión de los 
extendidos cromosómicos en solución con tripsina, mostró resultados similares al 
modelo cariológico propuesto en el sistema internacional de nomenclatura 
citogenética del caballo doméstico ISCNH (1997). En las figuras 3-9 y 3-10 se 
presentan los extendidos, el cariotipo y el idiograma para este tipo de bandas 
respectivamente. 
 
 
Figura 3-9. Extendidos cromosómicos de CCC con bandas G 
 
Extendido 1 Extendido 2 
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Figura 3-10 Cariotipo e idiograma de CCC bandas G 
 
 
  
Cariotipo bandas G 
 
Idiograma bandas G 
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3.4 Bandas C-G 
 
Las metafases con bandas C-G se muestran a continuación en la figura 3-11. No 
hay buena resolución de bandas dificultando la realización del idiograma. 
 
Figura 3-11. Extendidos cromosómicos de CCC con Bandas C-G. 
 
Extendido 1 Extendido 2 
 
 
 
 
3.5 Bandas de  restricción 
Según Babu (1988) únicamente las enzimas cuyas secuencias de reconocimiento  
estan constituidas por más de cuatro pares de bases, pueden inducir tinción 
diferencial, por tanto la elección de las enzimas de restricción para este trabajo se 
fundamentó en este criterio, empleando dos enzimas Dra I y BSP 120I de la casa 
comercial FERMENTAS las cuales reconocen las secuencias  5’…TTT↓AAA…3’ y 
5’…G↓GGCCC…3’ respectivamente. Así fue posible observar que estas enzimas 
producen un patrón de bandas (Figura 3-12) que permite la identificación de los 
pares homólogos y por ende la realización del cariotipo de restricción del CCC 
como se muestra en las figuras 3-13, y 3-14 para BSP 120I y DraI 
respectivamente. Adicionalmente, se realizó digestión con la enzima Rsa I fast 
digest (FERMENTAS) la cual reconoce la secuencia 5’…GT↓AC…3’; no obstante 
los bandas observadas no fueron tan nítidas probablemente por la magnitud 
estructural de las dianas. 
Resultados 29 
 
 
 
 
Figura 3-12. Extendidos cromosómicos de CCC con bandas de Restricción 
 
 
 
Bandas de restricción con enzima 
Dra I 
Bandas de restricción con enzima 
BSP 120I 
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Figura 3-13 Cariotipo e idiograma CCC bandas de restricción Enzima BSP 
120I  
 
 
Cariotipo bandas restricción BSP 120I 
 
Idiograna bandas restricción BSP 120I 
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Figura 3-14 Cariotipo e idiograma CCC bandas restricción enzima DraI 
 
 
Cariotipo bandas restricción DraI 
 
Idiograma bandas restricción DraI 
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3.6 Bandas C 
Las bandas C  de los equinos analizados se localizaron en la región centromérica, 
además de los extremos de los brazos p de los cromosomas 1, 2 y 3, y los 
extremos terminales de los cromosomas acrocéntricos 16, 24 y en machos en el  
cromosoma Y como se muestra en la figura 3-16. 
 
 
Figura 3-15. Extendidos cromosómicos de CCC con Bandas C  
        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Extendido XY Extendido XX 
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Figura 3-16 Cariotipo e idiograma CCC bandas C  
 
 
Cariotipo bandas C 
 
Idiograma bandas C 
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3.7  Bandas NOR  
 
En el presente trabajo  para CCC se identificaron como portadores de NOR 
activos cuatro pares de cromosomas: 1, 25, 28 y 31, mientras que en CA se 
detectaron solamente  2 pares de cromosomas con bandeo NOR 1 y 31(Figura 3 
-17); no se observaron diferencias entre machos y hembras evaluadas, sin 
embargo no siempre se presentaron en estado homocigoto. En la tabla 3-3 se 
presentan las frecuencias halladas; en la figura 3-18 se muestran algunos 
polimorfismos  encontrados en las bandas NOR (diferencias de tamaño) y en la 
figura 3-19 se observan las asociaciones cromosómicas formando el nucléolo.  
 
 
Tabla 3-3.  Frecuencia de bandas NOR en cromosomas equinos  
 
 
INDIVIDUO RAZA SEXO # NOR CROMOSOMAS Y FRECUENCIA 
1 CCC M 6 1 (2) 25 (2) 28 (1) 31 (2) 
2 CCC H 4 1 (2) 31 (2) - - 
3 CCC M 5 1 (2) 25 (1) 31 (2) - 
4 CCC M 5 1 (2) 25 (1) 31 (2) - 
5 CCC M 5 1 (2) 25 (1) 31 (2) - 
6 CCC M 6 1 (2) 25 (2) 31 (2) - 
7 CCC M 6 1 (2) 25 (2) 31 (2) - 
8 CCC H 7 1 (2) 25 (1) 28 (2) 31 (2) 
9 CCC H 5 1 (2) 25 (1) 31 (2) - 
10 CCC H 6 1 (2) 29 (2) 31 (2) - 
11 CCC H 6 1 (2) 25 (2) 28 (2) - 
12 CCC H 5 1 (2) 25 (1) 31 (2) - 
13 CA M 4 1 (2) 31 (2) - - 
14 CA H 4 1 (2) 31 (2) - - 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Resultados 35 
 
 
Figura 3-17. Extendidos cromosómicos de CCC y CA con bandas NOR  
 
 
Caballo Criollo Colombiano 
  
 
 
Caballo Árabe 
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Figura 3-18- Polimorfismos NOR cromosoma 1 CCC 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3-19. Asociaciones cromosómicas de las Regiones Organizadoras 
del nucléolo 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Asociación NOR cromosoma 1 Asociación NOR en núcleos 
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Figura 3-20  Cariotipo e idiograma bandas NOR CCC 
 
 
Cariotipo bandas NOR 
 
Idiograma bandas NOR 
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Al realizar el análisis estadístico se observó que existe una diferencia significativa 
al comparar al CCC con el CA, sin embargo no hubo diferencia estadística 
significativa entre machos y hembras CCC, ni entre los diferentes andares. En la 
tabla 3-4 se muestran las pruebas de variabilidad tanto paramétrica como no 
paramétrica. 
 
 
Tabla 3-4. Prueba de Variabilidad Bandas NOR CCC y CA  
 
PRUEBA DIFERENCIA VALOR P 
KRUSKAL-WALLIS SI 0.0346* 
T STUDENT SI 0.0245 * 
*Diferencia estadística significativa (p≤ 0.05) 
 
La prueba de homogeneidad de proporciones (X2) mostró diferencias 
significativas para la frecuencia de bandas NOR en los cromosomas  descritos, 
con  p = 0.0455, presentándose las mayores diferencias entre los cromosomas 1 
– 25 (p = 0.0455),  1 – 28 (p = 0.0047), 31 – 28 (p = 0.0106); lo que nos indica 
una mayor frecuencia de NOR en los cromosomas 1 y 31 y menor en el 
cromosoma 28, como se muestra a continuación en la figura 3-21.  
 
 
 
Figura 3-21  Grafica de Frecuencia Cromosómica NOR en CCC 
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3.8 Polimorfismos 
 
Además de las expresiones  diferenciales de genes, evidenciadas gracias a la 
técnica de bandeo R-replicativo, en Caballo Criollo Colombiano se detectaron tres 
cromosomas polimórficos, marcadores poblacionales, identificados como el 25, 
27 y 31, en Caballo árabe el par homologo 31 fue identificado como polimórfico 
(Figura 3-22). Para ambas razas el resto de pares cromosómicos son 
estructuralmente similares, no se observaron alteraciones. En la tabla 3-5 se 
muestran los tres cromosomas polimórficos de CCC con las diferentes técnicas 
de bandeo. 
 
 
 
Figura 3-22.  Extendidos con tinción homogénea: Cromosomas Polimórficos 
CCC y CA 
 
Las flechas señalan los cromosomas polimórficos 
 
Caballo Criollo Colombiano 
 
 
Caballo Árabe 
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 Tabla 3-5 Cromosomas Polimórficos CCC con diferentes bandeos  
 
 
 Cromosoma 25 Cromosoma 27 Cromosoma 31 
Bandas R-
replicativas    
Bandas G 
  
 
Bandas C 
 
  
Bandas 
Restricción BSP 
120I 
 
 
 
Bandas 
Restricción DraI 
  
 
NOR 
   
Homogéneo 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 4. DISCUSION 
En este trabajo, se presentan por primera vez los cariotipos y los respectivos 
idiogramas con bandeos G, R-replicativo, C, NOR y restricción del Caballo Criollo 
Colombiano. Inicialmente se evaluaron los medios de cultivo Ham F-12 
suplementado con glutamina y RPMI 1640; con éste, se  logró  mayor número de 
metafases y mejor morfología cromosómica. Por otro lado, se encontró 
aglutinación en la muestra de sangre, lo que no permitió  la estimulación celular y 
por tanto la obtención de mitosis. Por esa razón, se adicionó heparina 1% al 
medio de cultivo, lo cual disminuyó la aglutinación, permitió la estimulación de los 
linfocitos y un buen número de extendidos cromosómicos de alta calidad.  
 
Como se ha reportado para el caballo doméstico, nuestro caballo criollo presentó 
un 2n=64, distribuidos así: 13 pares metacéntricos o submetacéntricos 
(cromosoma X el segundo más grande) y 18 acrocéntricos (cromosoma Y uno de 
los más pequeños). Las  bandas C mostraron que la heterocromatina constitutiva 
se localiza en los centrómeros de los cromosomas, en la región terminal del brazo 
corto del cromosoma 1, a lo largo del brazo corto de los cromosomas  2 y 3 y en 
la región terminal del brazo largo de los  cromosomas 16, 24 y del cromosoma Y. 
Los cromosomas marcadores no presentaron bandas C, lo que nos indica que 
son  altamente eucromáticos y por tanto activos a nivel  transcripcional. 
 
La frecuencia de corte de las enzimas de restricción se relaciona directamente 
con el número de bases que componen la secuencia que reconocen (Babu, 
1988); en el presente trabajo el uso de enzimas de restricción Dra I y BSP 120I 
sobre los cromosomas fijados, produjo un patrón de bandas que indica la 
presencia de una gran cantidad de secuencias “diana” a lo largo del cromosoma, 
donde las regiones que aparecen claras corresponden a los lugares donde hubo 
digestión enzimática (Figura 3-12), sin embargo se presume que la acción 
enzimática podría estar limitada por la conformación de la cromatina (Mezzanotte 
et al, 1985; Burholder, 1989). Esta metodología cobra importancia al momento de 
estudiar regiones heterocromaticas y ADN satélite, para lo cual se espera un 
patrón de bandas constante a través de los genomas. Aunque fue posible la 
obtención de bandas mediante el uso de las dos enzimas de restricción para 
cromosomas de equinos permitiendo realizar el cariotipo, se encontró una  mejor 
resolución de bandas con la enzima BSP 120I  
 
Las regiones NOR activas se expresan citológicamente al iniciarse la síntesis 
(Brown, 1966) y representan los sectores del cromosoma que contiene los genes 
para la transcripción del rRNA (Ritossa & Spiegelman, 1965; Wallace & Birnstiel, 
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1966) Varios autores que han estudiado NORs en equinos difieren en los 
resultados encontrados, por ejemplo, se reportó su presencia en los telómeros del 
brazo corto del cromosoma 1(Lui et al, 1990), en la región adyacente del 
cromosoma 25 y en la  región proximal del brazo largo del cromosoma 31(Lui et 
al, 1990), además, se mostró  que siempre están presentes en los cromosomas 
homólogos 1 y 31 pero en algunas metafases sólo se encuentra en un homólogo 
del cromosoma 25 (Lui et al,1990). 
 
En los últimos años, se determinó para el equino doméstico NOR en los 
cromosomas 1, 27, 28 y 31 (Svetlana et al, 1998; Raudsepp et al. 2000; Slota et 
al 2007; Wnuk et al, 2012). Los resultados obtenidos en este trabajo, detectaron 
NORs en cuatro pares de cromosomas: 1, 25, 28 y 31, siendo constantes en los 
homólogos 1 y 31 y eventuales en solo un cromosoma de cada par 25 y 28. 
(Figuras 3-17 y 3-20) 
 
El número de cromosomas  que presentan regiones NOR es diferente para cada 
especie; incluso en un estudio  realizado en sementales bovinos se demostró que 
el patrón de bandas NOR era característico de cada animal (Mayr et al, 1987), lo 
mismo ocurre con el tamaño de estas regiones en los diferentes cromosomas 
(polimorfismos) Figura (3-18) (Goodpasture, 1975; Varley, 1977) características 
que pasan de generación en generación (Fleming 1981). Estos polimorfismos se 
originan en la actividad y número de copias de genes de rRNA contenidas en 
esas regiones (Svetlana et al, 1998). Sin embargo existe un aspecto crítico 
respecto a estos polimorfismos, ya que las NOR están relacionadas  con la 
viabilidad celular, así pocas copias de rRNA podrían conducir a organismos no 
viables (Svetlana et al, 1998); por ejemplo, en pollos, el tamaño reducido de las 
NOR en estado homocigoto se ha asociado con mortalidad embrionaria (Delany y 
Bloom 1993). No obstante, la ausencia y/o el incremento de tamaño de las NOR 
podría ser resultado de un sobre cruzamiento (Slota et al, 2007) de estas 
regiones durante la asociación de los cromosomas involucrados (para formar el 
nucléolo), sean homólogos o no, hecho que no afectaría la viabilidad celular 
(Svetlana et al, 1998) (Figura 3-19). 
 
La diferencia en la frecuencia cromosómica, es decir que las bandas NOR sean 
más constantes en los cromosomas 1 y 31, coincide con lo encontrado por  
Svetlana (1998) y Slota (2007) en las diferentes razas que fueron evaluadas, 
Slota (2007) sugiere que la ausencia de las Ag-NOR  es un fenómeno epigenético 
causado principalmente por mecanismos de metilación. Sin embargo el mismo 
autor también sugiere que la metilación no es la única respuesta a la inactivación 
de las NOR, ya que en su estudio un ejemplar  mostró con FISH, hipometilación 
en las NOR del cromosoma 28, correspondiente a rDNA pero no respondió a la 
tinción con plata, como información adicional, dicho ejemplar se referenció como 
el animal de mayor edad entre los muestreados; así surge la hipótesis de que la 
expresión de las NORs está asociada con el acortamiento de los telomeros y el 
envejecimiento celular (Allsopp et al, 1992; Rosete et al, 2007) lo cual podría 
conllevar a la liberación de los telómeros de proteínas de unión al nucléolo lo que 
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podría causar un bloqueo en  la actividad transcripcional. (Guarente, 1997a, b; 
Kennedy et al 1997)  
 
Los individuos CCC que presentaron el mayor número de  NOR, se dedican a 
actividades reproductivas y/o se encuentran en proceso de adiestramiento, lo cual 
podría estar relacionado genéticamente. Por otro lado,  los resultados de bandas 
NOR para CA, no pueden ser generalizados para toda la población de la raza ya 
que como se ha evidenciado en estudios anteriores, este patrón de bandeo puede 
ser propio de cada individuo; además otros autores reportan la presencia de NOR 
en hasta cuatro pares de cromosomas en varias razas de caballos estudiados, 
incluida la raza Árabe. Estas diferencias en las expresiones de las bandas NOR 
también se pueden explicar por efecto filogenético y/o ontogenético, según la 
edad del individuo, ya que los ejemplares CCC muestreados se encuentran entre 
los 3 y los 10 años de edad, mientras los ejemplares árabes no superaban los 40 
meses 
 
Respecto a la determinación exacta de los cromosomas en los cuales se 
presentan las bandas NOR en el equino, se ha mencionado que difiere entre los 
diferentes autores y a su vez con el presente trabajo; sin embargo al realizar la 
medición de los cromosomas involucrados, los resultados indicaron que para  el 
Caballo Criollo Colombiano, los NOR activos se encuentran en los cromosomas 
1, 25, 28 y 31. 
 
Para inferir el comportamiento replicativo de la cromatina, se utilizó incorporación 
de BrdU con el fin de determinar las regiones activas de replicación temprana e 
inactivas de replicación tardía (Camargo y Cervenka, 1980). Para el caso del 
caballo criollo, se pudieron observar  seis estadíos replicativos, el más frecuente 
el estadío II (10 horas), el estadío III (7 horas), estadíos IV y V (4 horas) y el 
estadío VI (1 hora) .( tabla 3-1, figura 3-6) 
 
El hallazgo de los cromosomas polimórficos marcadores poblaciones se logró 
incluso en aquellas mitosis coloreadas homogéneamente y corresponden a una 
filogenia citogenética que se conserva a través  del tiempo; de hecho el 
cromosoma 31 en el CA es también polimórfico en estado homocigoto, lo que nos 
indica que el CCC conserva ese polimorfismo de su antepasado más lejano. 
Dichos cromosomas marcadores podrían considerarse marcadores genéticos si 
se logra determinar su correlación con características específicas. Así mismo, 
encontrar estos marcadores en heterocigosis, constituye una herramienta de 
aproximación, para la evaluación del grado de homogeneidad genética en los 
ejemplares. Este hallazgo podría ser fundamental en el momento de determinar si 
el CCC es realmente una raza o una población heterogénea. Como dato 
adicional, cabe resaltar que dos de los cromosomas marcadores, presentan 
expresión de NOR activos (25 y 31). 
 
Aunque en general se encontró que el patrón de las diferentes bandas analizadas 
se conserva en la especie, las expresiones diferenciales de bandas dadas por 
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activaciones o inactivaciones de regiones cromosómicas específicas  halladas en 
CCC gracias a la técnica de R-replicativo y la aparición de los cromosomas 
marcadores, podrían  deberse a la divergencia genética existente producto de la 
introgresión de las razas equinas traídas por los españoles al continente 
americano sumado a los procesos de evolución y adaptación.  
 
En Colombia se habla de Caballo Criollo aproximadamente desde 1860,  
momento en el cual empiezan a cuantificarse y destacarse los diferentes andares, 
los cuales surgen de la necesidad de desplazarse cómodamente (tanto el jinete 
como el animal) por  grandes distancias en la especial topografía de nuestro país 
(terrenos montañosos  con altas pendientes). Estas condiciones de hábitat y 
selección (ambiental y cultural) probablemente dieron origen a estas expresiones 
diferenciales y a nuevas formas cromosómicas en CCC, observadas en 3 de sus 
cromosomas acrocéntricos más pequeños, apoyando la idea del “Modelo del 
Cariotipo Adaptativo” (Bickham y Baker 1979), el cual indica que bajo 
determinadas circunstancias la selección favorece la incorporación de una nueva 
forma cromosómica siempre y cuando esta nueva forma proporcione un beneficio 
genético al portador, que el beneficio lo posea tanto el heterocigoto como el 
homocigoto y que la magnitud del beneficio supere la disminución de la fertilidad 
del heterocigoto (García, 2001). 
 
Por otro lado, aunque la población evaluada en este trabajo es pequeña, los 
resultados obtenidos hasta el momento no arrojan diferencias entre los cariotipos 
de los animales de los distintos andares. Esto podría de alguna forma orientarnos 
a descubrir que, tal vez, el CCC  nace  con la misma capacidad para desarrollar 
cualquier andar; es decir, que el paso es adquirido y no heredado como siempre 
se ha especulado. Gran ejemplo de esto lo tenemos en el Caballo Criollo 
Colombiano más famoso de la historia, “Don Danilo”, el cual ejecutaba las cuatro 
modalidades: el trote, el galope, la trocha y el paso fino Colombiano, siempre 
desplazándose según la orden de su jinete (Bravo, 2001). 
 
A pesar de que este estudio es el pilar  de la caracterización completa para CCC, 
las homologías halladas en las bandas para la población muestreada y las 
diferencias con los cariotipos de otro grupo genético, la distribución de la 
heterocromatina y la expresión de los NOR activos en los extendidos 
cromosómicos, nos podrían indicar que el Caballo Criollo Colombiano puede 
catalogarse como grupo genético. 
 
Para determinar específicamente los genes que se expresan diferencialmente es 
necesario emplear técnicas moleculares más precisas como QRT-PCR y Western 
Blot, así mismo sería interesante continuar con estudios donde se correlacione la 
actividad física y reproductiva con la activación de los NOR  no solo en CCC, 
además de continuar con las comparaciones entre las diferentes edades y 
andares,  lo que  sería de provecho  para caracterizar y ampliar el conocimiento 
de nuestro caballo, con el fin de detectar  diferencias con otras poblaciones, tan 
alejadas como la Andaluz o tan cercanas como el Caballo de Paso Peruano.   
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 5. CONCLUSIONES 
Se reporta por primera vez el cariotipo e idiograma mediante  los bandeos 
R-replicativo, NOR, C y  de restricción para el Caballo Criollo Colombiano. 
 
Se reporta por primera vez el patrón de cronología de la duplicación del 
Genoma en linfocitos de sangre periférica del Caballo Criollo Colombiano, 
conseguido mediante la aplicación de pulsos terminales diferenciales de 
BrdU.  
 
El Caballo Criollo Colombiano posee el número y la clasificación 
cromosómica de la especie Equus caballus así: 64 XX ó 64 XY, de sus 
autosomas, 13 pares son metacéntricos o submetacéntricos y 18 pares 
son  acrocéntricos. 
 
La obtención de bandas R-replicativas evidencia una expresión diferencial 
de genes en CCC y la utilidad de la técnica en la detección de alteraciones 
de los cromosomas sexuales como el X inactivo,  importante en el 
diagnóstico de casos de mosaicismos crípticos: XX/XXX/X. 
 
Se evidencia la presencia de tres cromosomas polimórficos marcadores 
poblacionales (25, 27 y 31) en el Caballo Criollo Colombiano, hallazgo que 
permite comenzar a inferir sobre la autenticidad de la raza. 
 
Se encontraron polimorfismos en número y tamaño en la expresión de las 
bandas NOR en CCC comparado con CA, no obstante, no se observó 
ninguna diferencia dentro de los ejemplares de CCC evaluados. 
 
La medición de los cromosomas permitió demostrar que las regiones NOR 
para CCC se encuentran presentes en los cromosomas 1, 25, 28 y 31. 
 
La obtención de bandas mediante enzimas de restricción especialmente 
BSP 120I, proveen un patrón de bandeo útil para análisis cariotípico y 
homología en CCC, análisis de la heterocromatina y ADN satélite.  
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Las homologías halladas en las bandas para la población muestreada de 
CCC y las diferencias con los cariotipos de CA, podrían indicar que el 
caballo criollo puede catalogarse como grupo genético. 
 
La adición de 1% de heparina en el medio de cultivo proporciona una 
adecuada estimulación por fitohemaglutinina de los linfocitos T equinos, a 
la vez que disminuye la aglutinación sanguínea en el cultivo.  
 
Por último, los resultados reportados contribuyen a la caracterización del 
Caballo Criollo Colombiano, y a la vez proporciona  una herramienta de 
diagnóstico útil en pruebas de paternidad o parentesco y en procesos de 
selección, reproducción y conservación. 
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